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REMARKS 

Specification 

The specification is amended as suggested by the Examiner. 

Claim Rejections Under 35 U.S.C. 8S 112 and 101 

These rejections are overcome by the new claims. 

The Office Action inquires whether a microscope is used for microscopic 
visualization. The specification teaches on page 7, line 6, the use of an operating microscope 
for microscopic observation. 

In the original claims, the letter "B" was present in both formula I and II with 
different definitions. Now that both of these formulae are in one independent claim, the "B" 
in formula I is changed to "A" to prevent possible confusion. 

With regard to the description of the cyanine dyes according to formula II in original 
claim 5 and in the specification, "Y" was not literally defined. In this regard, WO 96/17628 
which corresponds to Licha (US 6,083,485), a copy of which is attached, was identified in the 
specification on page 9, lines 6-9. WO '628 provides support for the definition of "Y" for its 
disclosure of the recited dye, thus incorporating its definitions by reference. In re Hawkins, 
486 F.2d 579, 179 USPQ 163 (CCPA 1973). 

Claim Rejections Under 35 U.S.C. S 102 

This rejection is overcome by the new claims. The independent claim from which all 
the rest of the claims depend includes features of former claim 5. Claim 5 was not rejected 
under this section. 
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Claim Rejections Under 35 U.S.C. § 103 

Claim 5 was rejected under § 103 and over in view of Licha. The claims recite a 
structure comprising an antibody-based component specific to EDB-FN and a cyanine dye 
having a recited formula. This conjugate is recited to have the property of accumulating in an 
edge area of a cell tissue of a focus of a disease, e.g., cancer, thus making the edge area of the 
focus of the disease optically detectable. There is no reason or other motivation in the prior 
art to combine the references to arrive at this claimed subject matter. 

Neri discusses fluorescently labeled antibodies for imaging tumors. But this reference 
contains no allusion to any conjugate being able to render the edge area of a tumor optically 
detectable. Nevertheless, one wishing to optically detect such edge areas might, arguably, 
look for conjugates at least suggested in the prior art for such purpose. However, not only 
does Neri not allude to such a function, but the secondary reference, Licha, is also devoid of 
any allusion to such a function. Thus, it is clear that there is no motivation in the prior art to 
arrive at the claimed invention on the basis of any expectation of the ability to optically detect 
edge areas of the focus of a disease such as cancer. 

This fact, it is respectfully submitted, resolves the issue regarding the alleged 
obviousness of the method claims. These are not obvious for the reasons stated since these 
recite the visualization of the mentioned edge areas. In addition, there is also no motivation 
in the prior art to arrive at the claimed conjugates themselves. 

It is submitted that In re Jones, 958 F.2d 347 (Fed. Cir. 1992) is despositive. In 
Jones, a certain salt comprised a cation and an anion. It was known in the field that the 
heterocyclic anion was the basis for the herbicidal activity of the salt. It was further known 
that the cation could be any quaternary ammonium cation. All would work because only the 
anion was the basis for the activity. Nevertheless, although the particular cation in the salt 
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claimed was conventional, there was still no obviousness because nothing in the prior art 
suggested that, among all the known operable cations, the particular one at issue should be 
selected. Similarly here, even if it is alleged that Neri had made clear to skilled workers that 
any fluorescent dye could be employed in its particular antibody conjugates including those 
of Licha, more is needed to provide sufficient motivation to make such a combination. But 
there is nothing more of record than such allegeable mere operability offered by the Examiner 
as a basis for the motivation to combine the references. Under Jones, this basis is clearly 
insufficient. Thus, the rejection must be withdrawn. 

In view of the above, favorable reconsideration is courteously requested. If there are 
any remaining issues which can be expedited by a telephone conference, the Examiner is 
courteously invited to telephone counsel at the number indicated below. 

The Commissioner is hereby authorized to charge any fees associated with this 
response or credit any overpayment to Deposit Account No. 13-3402. 
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BRANIGAN, P.C. 
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2200 Clarendon Boulevard 
Arlington, Virginia 22201 
Telephone: (703) 243-6333 
Facsimile: (703) 243-6410 

Attorney Docket No. : SCH-1869 

Date: August 18, 2005 



Respectfully submitted, 




Csaba Hunter, I^§. No. 50,908 
Anthony J. Zelano, Reg. No. 27,969 
Attorneys/ Agents for Applicants 
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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR IN-VTVO-DIAGNOSTIK MTTTELS NIR-STRAHLUNG 

(57) Abstract 

An in-vivo diagnostic process by near infrared radiation (near I.R. radiation) uses water-soluble dyes and their biomolecular addition 
products having certain photophysical and pharrnacochemical properties as contrasting agents for fluorescence and transillumination diagnosis 
in the near infrared range. Also disclosed are new dyes and pharmaceuticals containing the same. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur //i-vivo-Dtagnostik mittels Nahinfrarot-Strahlung (NIR-Strahlung) unter Verwcndung von 
wasserloslichen Farbstoffen und deren BiomolekUl-Addukten mit bestimmten photophysilcalischen und pharmakochemischcn Eigenschaftcn 
als Kontrastmittel in dcr Fluoreszenz- und Transilluminationsdiagnostik im NIR-Bereich, neue Farbstoffe und diese enthaltcnde 
pharmazeutische Mittel. 
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Verfahren zur In -vivo -Diagnostic 
mittels NIR-St r ahlung 

5 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur In-vivo- 
Diagnostik mittels Nahinf rarot-Strahlung (NIR-Strahlung) 
10 unter Verwendung von wasserloslichen Farbstof fen und 
deren Biomolekul-Addukten mit bestimmten 

photophysi kalis chen und pharmakochemischen Eigenschaf ten 
als Kontrastmittel in der Fluoreszenz- und 
Transilluminationsdiagnostik im NIR-Bereich, neue 
15 Farbstof fe und diese enthaltende pharraazeutische Mittel. 

Die Erkennung von Krankheiten ist zu einem wesent lichen 
Teil davon abhSngig, inwieweit es gelingt, Inf ormationen 
uber Strukturen und deren Veranderungen aus den primar 
20 nicht zuganglichen tieferen Schichten der Gewebe zu 
erlangen. Dies kann neben Tasten, Freilegen oder 
Punktieren durch die modernen bildgebenden Verfahren, wie 
Rdntgen, die Magnetresonanztomographie oder die 
Ultraschalldiagnostik geschehen. 

25 

Da biologisches Gewebe eine relativ hohe Durchlassigkeit 
fur langwelliges Licht des Wellenl&ngenbereiches von 6 50 
- 1000 nm besitzt, steht dem Diagnostiker hiermit ein 
v611ig anderes Verfahren zur bildlichen Gewebedarstellung 

30 zur Verfugung. Die Tatsache, daS nahinf rarotes Licht 
Gewebe bis zu mehreren Zentimetern durchdringen kann, 
wird in der Trans illuminationsbildgebung genutzt. Diese 
Technik erlaubt bisher die Diagnose von Entzundungen der 
Nasennebenhohlen und Kief ernhohlen oder den Nachweis von 

35 Flussigkeitsansammlungen oder Blut in oberf lachennahen 
Geweberegionen (Beuthan J., Muller G. ; 
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Inf rarotdiaphanoskopie, Med, Tech, 1 (1992) 13-17) . 

Versuche zur Erkennung von B rust tumor en verliefen bisher 
unbef riedigend (Navarro, G.A. ; Profio, A.E.; Contrast in 
5 diaphanography of the breast; Med . Phys . 150 (1988) 181- 
187; Aspegren, K. ; Light Scanning Versus Mammography for 
the Detection of Breast Cancer in Screening and Clinical 
Practice, dancer 65 (1990) 1671-77) , versprechen aber 
aufgrund neuester ger&tetechnischer Entwicklungen 
10 besseren Erfolg (Klingenbeck J. ; Laser -Mammography with 
NIR-Light, Qynakol , -Geburtsh. -Rundsrh , 33 Suppl • 1 (1993) 
299-300); Benaron D.A. ; Optical Imaging reborn with 
technical advances, Diagnostic Imaging (1994) 69-76) . 

15 Neben der Detektion der nicht absorbierten Strahlung kann 
auch die nach Bestrahlung mit nahinf rarotem Licht 
emittierte Fluoreszenzstrahlung gewebespezif ische 
Inf ormationen lief em. Diese sogenannte Autof luoreszenz 
wird genutzt, um atherosklerotisches von normalem Gewebe 

20 zu unterscheiden (Henry, P. D. et al . , Laser-Induced 

Autof luorescence of Human Arteries, Circ. Res. 63 (1988) 
1053-59) . 

Das wesentliche Problem bei der Nutzung von nahinf raroter 
25 Strahlung ist die auSerordentlich starke Streuung des 

Lichtes, so daS selbst bei unterschiedlichen photophysi- 
kalischen Eigenschaf ten sich ein scharf begrenztes Objekt 
von seiner Umgebung nur unscharf abzeichnet. Das Problem 
nimmt mit wachsender Entfernung von der Oberflache zu und 
30 kann als hauptsachlicher limit ierender Faktor sowohl bei 
der Transillumination als auch bei der Detektion von 
Fluoreszenzstrahlung angesehen werden. 

Zur Verbesserung der Dif f erenzierung zwischen normalem 
35 und erkranktem Gewebe konnen geeignete Fluoreszenz- 
farbstoffe beitragen, die sich im erkrankten Gewebe 
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(insbesondere Tumoren) anreichem und ein spezifisches 
Absorptions- und Emissionsverhalten besitzen. Die durch 
Absorption des Farbstoffes bewirkte Anderung des 
(gestreuten) eingestrahlten Lichtes oder die durch die 
Anregerstrahlung induzierte Fluoreszenz wird detektiert 
und liefert die eigentlichen gewebespezif ischen 
Inf ormationen . 

Beispiele fur die Anwendung von Farbstoffen far die In- 
vivo-Diagnostik beim Menschen sind die Verfolgung im Blut 
mit photometrischen Methoden zur Erkennung von 
Verteilungsraumen, BlutfluS oder Stof fwechsel- und 
Ausscheidungsfunktionen, sowie die Sichtbarmachung 
durchsichtiger Strukturen des Auges (Ophthalmologic) . 
Bevorzugte Farbstoffe fur diese Anwendungen sind das 
Indocyaningrun und das Fluorescein (Googe, J.M. et al . , 
Intraoperative Fluorescein Angiography; Ophrhftl mo! oqV / 
100, (1993) , 1167-70) . 



20 indocyanin-Grun (Cardiogreen) wird zur Messung von 

Leberfunktion. Herzzeit- und Schlagvolumen, sowie von 
Organ- und peripherer Durchblutungen verwendet ( T . Med . 
24(1993) 10-27) und als Kontrastmittel zur Tumordetektion 
erprobt. Indocyanin-Grun bindet zu 100% an Albumin und 

25 wird in der Leber freigesetzt. Die Fluoreszenzquanten- 
ausbeute ist in wafirigem Milieu gering. Die LD 50 (0,84 
mmol/kg) ist ausreichend hoch, es konnen jedoch starke 
anaphylaktische Reaktionen hervorgeruf en werden. 
Indocyanin-Grun ist in Losung instabil und kann nicht in 

30 salzhaltigen Medien appliziert werden, da es zur 
Ausf a Hung kommt . 

Fur die Lokalisation und Abbildung von Tumoren wurden 
bisher die fur eine Anwendung in der Photodynamischen 
35 Therapie (PDT) konzipierten Photosensibilisatoren (u.a. 

Hamatoporphyrinderivate, Photophrin II, Benzoporphyrine . 
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Tetraphenylporphyrine , Chlorine , Phthalocyanine ) 
verwendet (Bonnett R. ; New photosensitizers for the 
photodynamic therapy of tumours, SPIE Vol . 2078 (1994)). 
Die aufgefQhrten Verbindungen haben den gemeinsamen 
5 Nachteil, daS sie im Wellenlangenbereich von 650 - 1200 
nm nur eine m&Sige Absorption aufweisen. Die fur die PDT 
erforderliche Phototoxizitat ist fur rein diagnostische 
Zielstellungen storend. Weitere Schriften zu dieser 
Thematik: II S =JBS 4Q4^1Q: WQ 84/04665, WO 90/10219, UE^ 
10 Q2_A12£2£2., PR -PS 291Q76Q . 

In der tt.s.-ps 4945239 werden zahlreiche apparative 
Anordnungen zur Detektion von Brustkrebs mittels 
Transillumination beschrieben und als kontrasterhohende 

15 Absorptionsf arbstof f e das bekannte Fluorescein, 

Fluorescamin und Riboflavin genannt . Diese Farbstof f e 
haben den gemeinsamen Nachteil, dafi sie im sichtbaren 
Wellenlangenbereich von 400-600 nm, in welchem die 
Lichtdurchlassigkeit von Gewebe sehr gering ist, 

20 absorbieren. 

In der r>F.-os 41 36769 ist eine Apparatur zur Fluoreszenz- 
detektion von mit f luoreszierenden Substanzen 
angereicherten Gewebebereichen beschrieben. Die 

25 Substanzen sind Bacteriochlorophyll und Derivate, sowie 
Naphtha locyanine . Diese Strukturen zeichnen sich durch 
Absorptionen im Bereich von 700-800 nm mit Extinktions- 
koeff izienten von bis zu 70000 1 mol" 1 cm' 1 aus. Die hier 
aufgefuhrten Verbindungen besitzen neben den Fluoreszenz- 

30 eigenschaften die Fahigkeit, durch Bestrahlung Singulett- 
sauerstof f zu generieren und dadurch zytotoxisch zu 
wirken (Photosensibilatoren fur die photodynamische 
Therapie) . Diese photosensibilisierende Wirkung ist fur 
ein reines, wirkungsf reies Diagnostikum in hochstem MaSe 

35 unerwunscht . 
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Daruberhinaus ist die Synthese der Bacteriochlorophyll- 
verbindungen zudem aufwendig und teuer, da Naturprodukte 
als Ausgangssubstanzen erforderlich sind; die 
Naphthalocyanine zeichnen sich oft durch eine sehr 
5 geringe Photostabilitat aus. Die bekannten Verbindungen 
dieser Klassen sind schlecht wasserloslich, die Synthese 
einheitlicher, hydrophiler Derivate ist aufwendig. 

HQ »A/n4665 beschreibt ein In-vivo-Verf ahren zur 
10 Fluoreszenzdetektion von Tumoren unter Verwendung der 
Photosensibilisatoren H&matoporphyrin und -derivat (Hp 
und HpD) , Uro- und Copro- und Protoporphyrin und 
zahlreicher mesosubstituierter Porphyrine, sowie der 
Farbstoffe Riboflavin, Fluorescein, Acridin- Orange, 
15 Berberinsulf at und von Tetracyclines Die oben genannten 
photophysikalischen und pharmakochemischen Anf orderungen 
werden von den genannten Substanzen nicht erf \lllt . 

Folli et al,, Cancar Research h±, 2643-2649 (1994), 
20 beschreiben einen mit einem Cyaninf arbstof f verbundenen 
monoklonalen Antikorper, der zum Nachweis eines subkutan 
implant iert en Tumors verwendet wurde . Der Nachweis tiefer 
gelegener pathologischer Prozesse macht allerdings die 
Verwendung weiter verbesserter Farbstoffe erforderlich. 
25 Ferner lassen hohere Farbstof f dosierungen die Verwendung 
von Antikorpern als Trager aufgrund zu erwartender 
Nebenwirkungen als ungeeignet erscheinen. 

Cyanin- Farbstof f e und damit verwandte Polymethinf arb- 
30 stoffe finden auch als Bestandteile photographischer 

Schichten Verwendung. Solche Farbstoffe benotigen keine 
Lumineszenzeigenschaften. Cyaninf arbstof f e mit 
Lumineszenz- (Fluoreszenz- ) eigenschaf ten sind fur die 
Verwendung in der Fluoreszenzmikroskopie und DurchfluS- 
35 zytometry synthet isiert und an Biomolekule gekoppelt 
worden, z. B. Verbindungen mit lodacetylgruppen als 
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spezifische Marker fur Sulf hydrylgruppen von Proteinen 
(Waggoner, A.S. et al.; Cyanine dye Labeling Reagents for 
Sulfhydryl Groups, rytrnnflfcry. 10, (1989), 3-10). Auf 
diese Weise werden Proteine markiert und isoliert. 
5 Weitere Literaturbeispiele : Cytometry 12 (1990) 723-30; 

Anal . Lett. 25 (1992) 415-28; BlPCPnjUgate Chem ■ 4 (1993) 
105-11. 

In der db-os 39 12 046 von Waggoner, A.S. wird ein 
10 Verfahren zur Markierung von Biomolekulen mit Cyanin- und 
verwandten, wie Merocyanin- und Styrylf arbstof f en, die 
mindestens eine Sulfonat- oder Sulf onsauregruppierung 
enthalten, beschrieben. Die erw&hnte Schrift betrifft ein 
ein- sowie zweistufiges Markierungs verfahren in einem 
15 waSrigen Medium, wobei eine kovalente Reaktion zwischen 
Farbstoff und Amin-, Hydroxy-, Aldehyd- oder Sulfhydryl- 
gruppe auf Proteinen oder anderen Biomolekulen statt- 
f indet . 

20 pR -os 3fl2ft36Q betrifft ein Verfahren zur Markierung von 
Antitumor-Antikorpern, speziell Melanom- und 
Kolonkarzinomspezif icher Antikorper, mit Fluorescein und 
Indocyanin-Grun fiir ophthalmologische Zielstellungen. Die 
Bindung von Indocyanin-Grun an Biomolekule ist nicht 

25 kovalent (Farbstoff -Antikorperkombination, Mischung) . 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur In- 
vivo-Diagnostik tnittels NIR-Strahlung weisen somit eine 
Reihe von Nachteilen auf, durch welche deren Anwendung in 
30 der breiten medizinischen Diagnostik bisher unmoglich 
war. 

Die direkte Verwendung von sichtbarem Licht oder NIR- 
Strahlung ist auf oberf lachennahe Korperbereiche 
35 beschrankt, was mit der starken Streuung des eingestrahl- 
ten Lichtes zusammenhangt . 
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Der Zusatz von Farbstoffen zur Verbesserung des 
Kontrastes und des Auf losungsvermdgens ruft jedoch eine 
Reihe weiterer Probleme hervor. Es sind namlich an diese 
Farbstoffe MaSstabe anzulegen, welche allgemein fur 
Diagnostika gelten. So dCirfen solche Stoffe, da diese 
meist in hoheren Dosen, auch uber einen langeren 
Diagnosezeitraum verabfolgt werden f nur eine geringe 
Toxizit&t aufweisen. Ferner mussen diese fur die Diagnose 
geeigneten Farbstoffe gut wasserldslich und hinreichend, 
d. h. mindestens wahrend der Diagnosedauer , chemisch und 
photophysikalisch stabil sein. Auch ist eine Stabilitat 
bezuglich der Metabolisierung im Organismus anzustreben. 

Bisher stehen weder Farbstoffe mit solchen Eigenschaf ten 
noch ein geeignetes Verfahren zur In-vivo-Diagnostik 
mittels NIR-Strahlung zur Verfugung. 



Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein 
20 Verfahren zur In-vivo-Diagnostik zu schaffen, welches die 
Nachteile des Standes der Technik xiberwindet . 

Diese Aufgabe wird erf indungsgem&fi dadurch ge!6st, dafi 
ein Verfahren zur In-vivo-Diagnostik mittels NIR- 
25 Strahlung, zur Verfugung gestellt wird, bei dem 
Verbindungen der allgemeinen Formel I 

Bl-(F-W n ) m (I) 



30 worin 

1 fur eine Zahl 0 - 6, n fur eine Zahl 0-10 und 
m fur die Zahl 1 - 100 steht # 

B eine biologische Erkennungseinheit mit einem 
35 Molekulargewicht bis zu 30000, welche sich an 

bestimmte Zellpopulationen oder spezifisch an 
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Rezeptoren bindet oder sich in Geweben oder 
Tumoren anreichert oder uberwiegend im Blut 
verbleibt oder ein nicht spezifisch bindendes 
Makromolekul ist ( 

F einen Farbstoff darstellt, welcher Absorptions- 
maxima im Bereich von 650 bis 1200 nm aufweist, 



W eine hydrophile Gruppe darstellt, welche die 
10 Wasserloslichkeit verbessert, wobei der n- 

Octanol -Wasser-Verteilungskoef f izient der 
Verbindung der Formel I kleiner oder gleich 2,0 
ist unter der MaSgabe, dafi 1=0 ist 

15 sowie deren physiologisch vertragliche Salze 

verwendet werden. 



Fur das erf indungsgemaSe Verfahren besonders 
geeignete Verbindungen der allgemeinen Formel I sind 

20 solche, in denen beispielsweise B eine Aminosaure, 

ein Peptid, CDR (complementarity determining 
regions) , ein Antigen, ein Hapten, ein Enzymsubstrat , 
ein Enzym-Cof aktor, Biotin, ein Carotinoid, ein 
Hormon, ein Neurohormon, ein Neurotransmitter, ein 

25 Wachstumsf aktor, ein Lymphokin, ein Lectin, ein 

Toxin, ein Kohlenhydrat , ein Oligosaccharid, ein 
Polysaccharid, ein Dextran, ein Oligonucleotid oder 
ein rezeptorenbindendes Arzneimittel ist . 



30 Fur das erf indungsgemaSe Verfahren besonders 

geeignete Verbindungen der allgemeinen Formel I sind 
ferner solche, in denen beispielsweise F 

einen Cyaninf arbstof f der allgemeinen Formel I la 



35 
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Vl^ = l 2 -l 3 = l 4 -l 5 4l 6 -l 7 W 

N \ / r N 




Ri (Mo) R 12 R 10 



darstellt, 
worin 

5 r die Zahl 0, 1 oder 2 bedeutet, mit der Mafigabe, 

daS fur r ■ 2 die jeweiligen doppelt vorkommenden 
Fragmente L 6 und L 7 gleich bzw. unterschiedlich 
sein konnen, 

L 1 bis L 7 gleich oder unterschiedlich sind und 
10 unabhangig voneinander ein Fragment CH oder CR 

darstellen, 
wobei 

R ein Halogenatom, eine Hydroxy-, Carboxy-, 
Acetoxy-, Amino-, Nitro- , Cyano- oder 

15 Sulfons&ure-Gruppe oder ein Alkyl-, Alkenyl-, 

Hydroxyalkyl - , Carboxyalkyl - , Alkoxy- , 
Alkoxycarbonyl- , Sulf oalkyl , Alkylamino- , 
Dialkylamino- oder Halogenalkyl-Rest mit bis 
zu 6 Kohlenstof f atomen, ein Aryl-, Alkylaryl- 

2 o Hydroxyary 1 - , Carboxyary 1 - , Sul f oary 1 - , 

Arylamino-, Diarylamino- 9 Nitroaryl- oder 
Halogenaryl-Rest mit bis zu 9 
Kohlenstof fat omen ist 

oder wobei R eine Bindung darstellt, welche 
25 an einen anderen Rest R bindet und zusammen 

mit den dazwischen liegenden Resten lA-L 7 
einen 4- bis 6-gliedrigen Ring bildet 
oder wobei R an zwei verschiedenen Positionen 
jeweils eine Bindung darstellt, welche uber 
30 ein Fragment -CO- verbunden sind, 
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R 3 bis R 12 gleich oder unterschiedlich sind und 
unabhangig voneinander ein Wasserstof f atom, ein 
Rest B oder W mit der oben angegebenen Bedeutung, 
oder ein Alkyl-Rest oder Alkenyl-Rest mit bis zu 
5 6 Kohlenstof f atomen oder ein Aryl- oder Aralkyl- 

Rest mit bis zu 9 Kohlenstof f atomen ist, wobei 
der Alkyl-, Alkenyl-, Aryl- oder Aralkylrest 
gegebenenf alls mit einem Rest W mit der oben 
angegebenen Bedeutung substituiert ist, 

10 oder wobei an jeweils zwei einander benachbarten 

Resten R 3 bis R 10 unter Berucksichtigung der 
dazwischenliegenden C-Atome 5- bis 6-gliedrige 
Ringe anneliert sind, welche ges&ttigt, 
ungesattigt oder aromatisch sind und 

15 gegebenenf alls einen Rest R mit der oben 

angegebenen Bedeutung tragen, 

X und Y gleich oder unterschiedlich sind und 
unabhangig voneinander ein 0, S, Se oder Te 
20 bedeuten oder ein Fragment -C (0*3)2-, -CH=CH- 

oder -CR 13 R 14 - darstellen, 

wobei R 13 und R 14 unabhangig voneinander ein 
Wasserstof f atom, ein Rest B oder W mit der 
oben angegebenen Bedeutung oder ein Alkyl - 
25 Rest oder ein Alkenyl-Rest mit bis zu 6 

Kohlenstof f atomen oder ein Aryl- oder 
Aralkyl-Rest mit bis zu 9 Kohlenstof f atomen 
ist, 

wobei der Alkyl-, Alkenyl-, Aryl- oder 
30 Aralkylrest gegebenenf alls mit einem Rest w 

mit der oben angegebenen Bedeutung 
substituiert ist, 



35 



einen Squarain-Farbstof f der allgemeinen Formel II b 
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(lib) 



darstellt 
worin 



5 



s und t unabhangig voneinander fUr die Ziffern 0 
Oder 1 stehen, mit der Mafcgabe, dafi s und t nicht 
gleichzeitig 1 bedeuten, 

R 3 bis R 12 , x und y die oben angegebene Bedeutung 
haben 

einen Styryl-Farbstof f der allgemeinen Formel II c 



15 




x 




(He) 



R 7 .R» 



20 



darstellt, 



worin 

r, L 1 bis L 6 , R 3 bis R 11 und X die oben 
angegebene Bedeutung haben, 



WO 96/17628 



PCT/DE95/01465 



12 



oder einen Merocyanin-Farbstof f der allgemeinen 
Forme 1 II d 



Fur das erf indungsgemaSe Verfahren besonders 
geeignete Verbindungen der allgemeinen Formel I sind 
solche, in denen W eine Carboxy- oder Sulfonsaure- 
Gruppe oder eine Carboxyalkyl-Gruppe oder eine 
Alkoxycarbonyl-Gruppe oder eine Alkoxyoxoalkyl-Gruppe 
mit bis zu 12 Kohlenstof f atomen ist, 

einen Rest der allgemeinen Formeln III 



-(CH 2 )a-0-Z Oder (-CH2-CH2-O) a -Z (III) 



bedeutet, 
worin 

a fur die Zahl 0 bis 6 steht 

Z ein Wasserstof f atom oder ein Alkylrest mit 3 
bis 6 C-Atomen, welcher 2 bis n-1 Hydroxygruppen 
aufweist, wobei n die Anzahl der C-Atome ist oder 




darstellt , 



worin 



r, L 1 bis L 6 , R 3 bis R 8 , R 11 und X die oben 
angegebene Bedeutung haben und G ein 
Sauerstoff- oder Schwefelatom darstellt. 
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ein mit 2 bis 4 Hydroxygruppen substituierter 
Aryl- Oder Aralkylrest mit 6 bis 10 C-Atomen oder 
ein mit 1 bis 3 Carboxygruppen substituierter 
Alkylrest mit 1 bis 6 C-Atomen oder ein mit 1 bis 
3 Carboxylgruppen substituierter Arylrest mit 6 
bis 9 C-Atomen oder ein mit 1 bis 3 
Carboxygruppen substituierter Aralkylrest oder 
ein Nitroaryl bzw. ein Nitroaralkylrest mit 6 bis 
15 C-Atomen oder ein Sulf oalkylrest mit 2 bis 4 
C-Atomen bedeutet, 

oder einen Rest der allgemeinen Formeln III a 
oder III b 



it 

\*y K y V /-COOH ~°~ C \^ . 

N H N N N 

^COOH ^COOH ^COOH COOH ^COOH 

( I I I o ) (Mlb) 



darstellt 

oder einen Rest der allgemeinen Formel III c 

- <CH 2 )o- (CO)p-NRl- (CH 2 ) B - (NH-CO) q -R2 (m c ) 

bedeutet , 
worin 

o und s unabhangig voneinander fur die Zahlen 

0, 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 stehen, 

p und q unabhangig voneinander 0 oder 1 

bedeuten, 

Rl und R 2 unabhangig voneinander fur einen 
Rest Z mit der oben angegebenen Bedeutung mit 
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Ausnahme der Substituenten der allgemeinen 
Formeln III a und III b stehen oder 
unabhangig voneinander fur einen Rest der 
allgemeinen' Formeln III d oder III e 

\ 7 > v > v ^COOH \ y — ^-COOH 

N N N N N 

^COOH ^COOH ^COOH ^COOH ^COOH 

( I I I d ) (Mle) 



10 stehen, unter der Mafegabe, daS p und q = 1 

sind, 

oder ein Rest der allgemeinen Formel III c mit der 
oben angegebenen Bedeutung ist . 

15 

Die fur das erf indungsgemaSe Verfahren verwendeten 
Verbindungen zeichnen sich dadurch aus, daS sie im 
Wellenlangenbereich von 650 bis 1200 nm absorbieren und 
f luoreszieren, Absorptionskoef f izienten von ca. 100 000 

20 1 mol" 1 cm" 1 und hoher und, soweit Fluoreszenz erwunscht 
ist, Fluoreszenzquantenausbeuten gr6Ser 5%, eine 
ausreichende Wasserloslichkeit , Vertraglichkeit und In- 
vitro- und In-vivo- sowie Photostabilitat besitzen. Sie 
werden in moglichst kurzer Zeit mSglichst vollstandig 

25 wieder ausgeschieden. Die erf indungsgemSS verwendeten 

Verbindungen sind leicht synthetisch und preisgunstig in 
moglichst wenigen Reaktionsstuf en aus kauflich 
erhaltlichen Ausgangsmaterialien zuganglich, 

30 

Erf indungsgemaS wird den Geweben bei der Durchfuhrung des 
Verfahrens zur In-vivo-Diagnostik eine oder mehrere der 
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Substanzen gemSS der allgemeinen Formel I z. B. durch 
intravenose Injektion zugefuhrt und Licht aus dem 
sichtbaren bis nahinf raroten Bereich von 650 bis 1200 nm 
eingestrahlt . Die nicht absorbierte Strahlung und die 
5 Fluoreszenzstrahlung wird einzeln oder beide gleichzeitig 
oder beide gegeneinander zeitverzogert registriert. Aus 
den erhaltenen Daten wird ein synthetisches Bild erzeugt. 



Die Aufnahme von Fluoreszenzbildern kann nach unter- 
10 schiedlichen Methoden erfolgen. Bevorzugt sind die 

Methoden, bei denen das Gewebe grofiflachig bestrahlt und 
die Fluoreszenz- Information ortlich aufgelost durch 
Aufnahme mit einer CCD-Kamera dargestellt wird oder die 
abzubildenden Gewebeareale mit einem in einen optischen 
15 Lichtleiter eingebundelten Lichtstrahl abgetastet und die 
erhaltenen Signale rechnerisch in ein Bild umgesetzt 
werden. Das Licht wird schmalbandig im Bereich der 
Absorptionsmaxima bzw. Fluoreszenzanregungswellenlangen 
der erf indungsgem&Sen Verbindungen eingestrahlt. Die 
20 nicht absorbierte Strahlung kann ebenfalls in der 

beschriebenen Weise detektiert und die erhaltenen Signale 
verarbeitet werden. 

Einstrahl- und Beobachtungswinkel sind nach den anato- 
25 mischen Gegebenheiten und dem optimalen Kontrast von Fall 
zu Fall wShlbar. Durch Subtraktion der Bilder vor und 
nach der Farbstof f gabe ist die Empf indlichkeit der 
Methode weiter zu verbessern. Durch Auswertung des 
Zeitveriauf s der f arbstof f bedingten Verinderungen konnen 
30 fur die Diagnostik mitzliche Zusatzinf ormationen gewonnen 
werden . 

Die meStechnischen Verfahren sind dem Fachmann gelaufig. 
Dem Fachmann ist ferner bekannt, welche apparativen 
35 Parameter zu wahlen sind, urn bei vorgegebener Absorptions 
bzw. Fluoreszenzwellenlange- der erf indungsgemafie 
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verwendeten Farbstoffe der allgemeinen Formel I, optimale 
Auf zeichnungs- und Auswertungsbedingungen zu erzielen. 

Die im erf indungsgemaSen Verfahren verwendeten Verbin- 
5 dungen der allgemeinen Formel I decken durch die variable 
strukturelle Natur des Farbstoff systems F einen weiten 
Anregungs- und Emissionswellenlangenbereich ab. Es 
besteht die Moglichkeit, Produkte mit Anregungswellen- 
langen zu erhalten, die einer besonderen Anregungsquelle , 
10 z . B • einem Diodenlaser, entsprechen und somit an eine 

vorgegebene MeSapparatur bzw. geratetechnische Komponente 
angepaS t s ind . 

Mittels der beschriebenen Techniken lassen sich selbst 
15 kleine Objekte von wenigen mm 3 Volumen in tieferen 

Schichten der Gewebe Oder in nicht transparenten Korper- 
f liissigkeiten orten. Es bleibt aufgrund der Lichtstreuung 
und der damit verbundenen begrenzten Aufldsung schwierig, 
die genaue Form und GroSe der Objekte zu bestimmen, was 
20 fur einige wichtige diagnostische Fragestellungen auch 
nicht erforderlich ist . 

Uberraschenderweise ergab eine nach Applikation eines 
Cyaninf arbstof f es durchgef uhrte Fluoreszenzlichtauf nahme 
25 einer Nacktmaus mit einer CCD-Kamera eine Fluoreszenz- 
intensitAt, die urn das tausendfache h6her war, als bei 
einem entsprechend dosierten Porphyrin. 

Das beschriebene Verfahren unter Verwendung der 
30 erf indungsgemaSen Verbindungen eignet sich besonders zur 
bildlichen Darstellung von nicht pathologisch verandertem 
Gewebe, systemischen Erkrankungen, Tumoren, BlutgefaSen, 
artherosklerotischen Plaques und der Perfusion und 
Diffusion. 



35 
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Die erf indungsgemSS verwendeten Verbindungen werden auf 
unterschiedliche Weise in das Gewebe eingebracht. 
Besonders bevorzugt ist die intravenose Gabe der 
Farbstof fe. 

5 

Die Dosierung kann entsprechexid dem Zweck der Anwendung 
sehr unterschiedlich sein. Ziel ist eine erkennbare 
Farbstof fkonzentration im zu diagnostizierenden 
Gewebebereich, wozu meist eine Konzentration von 1-100 

10 MSJ/ ml itn Gewebe Oder in K6rperf lussigkeiten ausreichend 
ist. Dieses Ziel wir bei direkter Injektion in kleine 
Korperhohlen oder kleine Blut- oder LymphgefSSe itn 
allgemeinen durch Verabreichung von 0,1-100 mg des 
betreffenden Farbstof fes enthalten in 0,1 bis 10 ml 

15 Tragerf lussigkeit erreicht. Bevorzugt sind in diesem 

Falle 1 bis 10 mg Farbstof f. Zur AnfSrbung der Blutgef&Se 
oder zur Erkennung spezieller Gewebe oder Strukturen nach 
intravenoser Injektion sind meist hohere Dosierungen 
(grdfier gleich 100 mg) erf orderlich. Die obere Grenze der 

20 Dosierung ist nur durch die VertrSglichkeit der 
jeweiligen Substanzen und Zubereitungen gegeben. 

Die Erfindung betrifft somit die Verwendung von 
Verbindungen des Typs Bi-(F-W n ) m , bei denen F ein 

25 Farbstof f aus der Klasse der Polymethinf arbstof f e, 
insbesondere Cyaninf arbstof fe, darstellt. Es konnen 
jedoch auch Merocyanin- , Styryl-, Oxonolf arbstof fe und 
Squariliumf arbstof fe verwendet werden. W bedeutet ein 
Strukturelement , das maSgeblich zur Hydrophilie des 

30 Gesamtmolekuls beitrSgt. Besonders bevorzugt sind 

Verbindungen, bei welchen 1 fur die Zahl 0 steht und 
deren n-Octanol/Wasser-Verteilungskoef f izient kleiner 2 
ist (n-Octanol/0,01 M TRIS-Puffer mit 0,9 % Kochsalz, auf 
pH 7,4 eingestellt, beide Phasen gegeneinander 

35 gesSttigt) . 
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Eine biologische Erkennungseinheit B ist beispielsweise 
eine Aminosaure, ein Peptid, ein CDR (complementarity 
determining regions) , ein Antigen, ein Hapten, ein 
Enzymsubstrat , ein Enzym-Cof aktor , Biotin, ein 
5 carbotinoid, ein Hormone, ein Neurohormon, ein 

Neurotransmitter, ein Wachstumsf aktor , ein Lymphokin, ein 
Lectin, ein Toxin, ein Kohlenhydrat , ein Oligosaccharid, 
ein Polysaccharid, ein Dextran, ein gegenuber Nukleasen 
stabilisiertes Oligonukleotid Oder ein rezeptorbindendes 
10 Arzneimittel . 



Verbindungen aus den vorgenannten Gruppen konnen 
beispielsweise Oxytocine, Vasopressine, Angiotensine, 
melanocyten-stimulierende Hormone, Somatostatins, 

15 tyrotropin-f reisetzende Hormone, gonadotropin- 
freisetzende Hormone, Testosterone, Estradiole, 
Progesterone, Cortisole, Aldosterone, Vitamin D, 
Gastrine, Secret ine, Somatropine, Insuline, Glucagone, 
Calcitonine, wachstumshormone- freisetzende Hormone, 

20 Prolactine, Enkephaline, Dopamine, Norepinephrine, 
Serotonine, Epinephrine, Inter leukine, Angiogenine, 
Thymopoietine, Erythropoietine, Fibrinogene , 
Angiotensinogene, Mecamylamin, Ranitidin, Cimetidin, 
Lovastatine, Isoproterenol -Derivate oder Transferrin 

25 sein. 

Durch Wahl der biologischen Erkennungseinheit ermoglichen 
diese Substanzen eine Anreicherung in bestimmten Teilen 
des Korpers aufgrund verschiedener Mechanismen. Diese 
30 Mechanismen beinhalten eine Bindung an extrazellulare 
Strukturen, die Anreicherung durch unterschiedliche 
biologische Transportsysteme, die Erkennung von 
Zelloberf lachen oder die Erkennung intrazellularer 
Komponenten. 



35 
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Erf indungsgemaS zu verwenden sind ferner Verbindungen, 
bei denen B ein nicht spezifisch bindendes Makromolekul 
ist, wie z. B. Polylysin, Polyethylenglykol, 
Me thoxypolyethylenglycol , Polyvinylalkohol , Dextran , 
Carboxydextran oder eine kaskadenpolymerartige Struktur 
an F kovalent gebunden ist. 

In den erf indungsgemaS verwendeten Verbindungen der 
allgetneinen Formel I bedeutet Alkyl-, Aryl- oder 
Aralkylrest mit Hydroxygruppen beispielsweise 2- 
Hydroxyethyl-, 2-Hydroxypropyl- , 3-Hydroxypropyl- , 4- 
Hydroxybutyl-, 2, 3-Dihydroxypropyl- , l, 3-Dihydroxyprop-2- 
yl- , Tris- (Hydroxytnethyl) -methyl- , 1 , 3 , 4-Trihydroxybut-2- 
yl -Glucosyl - , 4 - ( 1 , 2 - Dihydroxyethyl ) phenyl - oder 2,4-, 
2,5-, 3,5- oder 3 , 4-Dihydroxyphenyl-Reste . 

Ein Alkyl-, Aryl- oder Aralkylrest mit 1-3 
Carboxygruppen kann beispielsweise ein Carboxymethyl - , 
Carboxyethyl-, Carboxypropyl - , Carboxybutyl - , 1,2- 
Dicarboxyethyl-, 1, 3-Dicarboxypropyl- , 3,5- 
Dicarboxyphenyl- , 3, 4-Dicarboxyphenyl- , 2,4- 
Dicarboxyphenyl oder 4- (1 , 2-Dicarboxyehtyl) -phenyl-Rest 
sein. 

Unter einem Sulf oalkylrest ist bevorzugt ein 2- 
Sulfoethyl-, 3 -Sulf opropyl- und ein 4 -Sulf obutylrest zu 
verstehen. 

Besonders bevorzugt sind Verbindungen, bei denen W die 
Positition von R 4 bzw. R^, r6 bzw. Rl° sowie R 11 oder R^2 
einnimmt, als auch doppelt an den Positionen r3/R 5 bzw. 
R 7 /R 9 vorhanden ist. 

Die erf indungsgemaS verwendeten Farbstoffe absorbieren im 
Spektralbereich von 650 nm bis 1200 nm. Die 
Absorptionskoeffizienten der Verbindungen sind ca. 100000 
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1 mol" 1 cm" 1 und gr&Ser bezogen auf ein Farbstof f molekul . 
Die Fluoreszenzquantenausbeuten sind gr6Ser als 5% bei 
Farbstoffen, die fur die Fluoreszenzbildgebung verwendet 
we r den . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Cyaninf arbstof f e der allgemeinen Formel V. 




CH=Q— CH= 



10 




R 29 CH2 



(V) 



15 



20 



wobei 

Q ein Fragment 



,30 



.30 



= CH- 



= CH- CH= C- CH= CH— 



R 30 
I 

= CH- C= C— C= CH— 
L(CH 2 ) J 



Oder 



ist , 




wobei R 30 fur ein Wasserstof f atom, eine 
Hydroxygruppe , eine Carboxygruppe , einen 
Alkoxyrest mit 1 bis 4 Kohlenstof f atomen oder ein 
Chloratom steht, b eine ganze Zahl 2 oder 3 
bedeutet, R 31 fur ein Wasserstof f atom oder einen 
Alkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstof f atomen steht, 



25 



X und Y unabhangig voneinander fur ein Fragment 
-O-, -S-, -CH=CH- Oder -C (CH 2 R 32 ) (CH2R 33 > - stehen, 
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r20 bis R 29 , R 32 und R 33 unabhangig voneinander fur 
ein Wasserstof fatom, eine Hydroxygruppe , einen 
Carboxy-, einen Sulf onsaure-Rest oder einen 
5 Carboxyalkyl- , Alkoxycarbonyl oder Alkoxyoxoalkyl- 

Rest mit bis zu 10 C-Atomen oder ein Sulf oalkylrest 
mit bis zu 4 C-Atomen 

oder fur ein nicht spezifisch bindendes Makromolekul 
10 oder fur einen Rest der allgemeinen Formel VI 

- (O)v- <CH 2 )o-CO-NR34- (CH 2 ) s - <NH-CO) q -R 3 5 

(VI) 

steht , 

15 

mit der MaSgabe, daS bei der Bedeutung von X und Y 
gleich 0, S, -CH-CH- oder -0(0*3) 2 - mindestens einer 
der Reste R 20 bis R 29 einem nicht spezifisch 
bindenden Makromolekul oder der allgemeinen Formel VI 
20 entspricht, 
wobei 

o und s gleich 0 sind oder unabhangig voneinander 
fur eine ganze Zahl von 1 bis 6 stehen, 
q und v unabhangig voneinander fur 0 oder 1 
25 stehen, 

R 34 e i n wasserstof fatom oder einen Methylrest 

darstellt , 

R 35 e i n Alkylrest mit 3 bis 6 C-Atomen, welcher 2 
bis n-1 Hydroxygruppe n aufweist, wobei n die 
30 Anzahl der C-Atome ist # oder ein mit 1 bis 3 

Carboxygruppen substituierter Alkylrest mit 1 bis 
6 C-Atomen , Arylrest mit 6 bis 9 C-Atomen oder 
Arylalkylrest mit 7 bis 15 C-Atomen, oder ein 
Rest der allgemeinen Formel I I Id oder I lie 



35 
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— CHj -CH 2 

\ > s. > v /-COOH \> \ /—COW 

N N N N N 

^COOH ^COOH ^COOH ^COOH ^COOH 



(Mid) (Hie) 

ist, 

unter der MaSgabe, daS q fur 1 steht, 

oder ein nicht spezifisch bindendes Makromolekul 
bedeutet , 



r20 un d R 21 # r 21 R 22 # R 22 und R 23, R 24 un d r25 # 

R 25 unc j R 26 1 R 26 unc j R 27 ZU sammen mit den zwischen 
10 ihnen liegenden Kohlenstof f atomen einen 5- oder 6- 

gliedrigen aromatischen oder gesSttigten annelierten 
Ring bilden, 

sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 



15 In den erf indungsgemSSen Verbindungen der allgemeinen 

Formel V haben die Alkyl-, Aryl- oder Aralkylreste 
mit Hydroxy- oder Carboxygruppen die zuvor als 
bevorzugt erwahnten Bedeutungen. 

2 0 Besonders bevorzugte Cyaninf arbstof f e sind 



5- [2- [ <1, 2-Dicarboxyethyl)amino] -2-oxoethyl] -2- [7- [5- 
[2- (1, 2-dicarboxyethyl) amino] -2-oxoethyl] -1,3- 
dihydro-3, 3 -dimethyl -1- (4-sulf obutyl) -2H-indol-2- 
25 yliden] -1,3, 5-heptatrienyl] -3 , 3-diraethyl-l- (4- 

sulf obutyl) -3H-indolium, inneres Salz, 
Monokaliumsalz , 

2- [7- [5- [2- [ (ll-Carboxy-2-oxo-l, 4 , 7, 10-tetraaza- 
3 0 4 , 7, 10-tri (carboxymethyl) -1-undecyl) amino] -2- 

oxoethyl ] - 1 , 3 - dihydro- 3 , 3 -dimethyl - 1 -ethyl - 2H- indol - 
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2-yliden] -1,3, 5-heptatrienyl] -3 , 3 -dimethyl- 1- (4- 
sulfobutyl) -3H- indolium, inneres Salz, 

2- [7- [1, 3-Dihydro-3,3-ditnethyl-5- [2- [ (Methoxypolyoxy- 
ethylen) -amino] -2-oxoethyl] -1- (4-sulf obutyl) -2H- 
indol-2-yliden] -1, 3 , 5-heptatrienyl] -3 , 3-dimethyl-5- 
{2- t (me thoxypolyoxye thy len) amino] -2-oxoethyl] -1- (4- 
sulf obutyl) -3H- indolium, Natriumsalz, 

2- [7-[l, 3 -Dihydro- 3, 3-dimethyl-l- (4-sulf obutyl) -2H- 
indol - 2 -yliden] -1,3, 5-heptatrienyl] - 3 . 3 -dimethyl - 5 - 
(Methoxypolyoxyethylen) aminocarbonyl-l- (4- 

sulf obutyl) -3H-indolium, Natriumsalz, 

3- (3-Carboxypropyl) -2- [7- [3- (3-carboxypropyl) -1,3- 
dihydro-3 -methyl- 1- (4-sulf obutyl) -2H-indol-2-yliden] 
1,3, 5-heptatrienyl] -3-methyl-l- (4-sulf obutyl) -3H- 
indolium, Natriumsalz, 

2- [ [3- [ [3- (3-Carboxypropyl) -1 , 3-dihydro-3-methyl-l- 
(4 -sulf obutyl) 2H- indol -2 -yliden] methyl] 2 -hydroxy-4- 
oxo - 2 - eye lobut en - 1 -y 1 iden] methyl ] - 1 , 1 - dimethyl - 3 - 
ethyl-lH-benz (e) indolium, inneres Salz, 

2- (7- [i,3-Dihydro-5- [2- [ (2 , 3-dihydroxypropyl) amino] - 
2-oxoethyl] -3 , 3-dimethyl-l- (4-sulf obutyl) -2H-indol-2 
yliden] -1 , 3 , 5 -heptatrienylj -5- (2- [(2,3- 
dihydroxypropyl) amino] -2-oxoethyl] -3 , 3-dimethyl-l- (4 
sulf obutyl) -3H- indolium, Natriumsalz 

Eine wesentliche Eigenschaft der erf indungsgemaSen Ver- 
bindungen und der erf indungsgemaS verwendeten Verbindun- 
gen besteht darin, daS sie eine durch einen n-Octa- 
nol/Wasser-Verteilungskoef fizienten von kleiner 2,0 
gekennzeichnete Hydrophilie besitzen (Verteilungskoef f i- 
zient n-Octanol / 0,01 M TRIS-Puffer mit 0,9 % Kochsalz, 
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auf pH 7,4 eingestellt, beide Phasen gegeneinander 
gesattigt) . Die Verbindungen besitzen keine ausgepragten, 
fur ein reines Diagnostikum unerwunschten photosensibili- 
sierenden bzw. phototoxischen Eigenschaf ten . Sie sind 
5 weiterhin gut vertraglich und werden ausgeschieden . 

Durch diese Eigenschaf t grenzen sich die Verbindungen von 
den bisher bekannten, fur die In-vivo-Diagnostik 
vorgeschlagenen oder verwendeten Farbstoffen ab. Die 

10 Fluoreszenzquantenausbeuten, die besonders bei 

Cyaninf arbstof fen in wafirigen Medien durch Aggregation 
drastisch absinken, sind vergleichbar mit den in apolaren 
Losungsmitteln gemessenen, da durch die erhdhte 
Wasserloslichkeit und den Raumanspruch der hydrophilen 

15 Gruppen eine Aggregat- und Micellenbildung unterdruckt 
wird. 

Die Proteinaf f initat einer Gruppe der bevorzugten 
Verbindungen ist gering, das pharmakokinetische Verhalten 
20 entspricht in etwa dem von beispielsweise Insulin oder 
Saccharose . 

Uberraschenderweise zeigte sich, daS auch bei diesen 
Verbindungen trotz des einfachen Molekulauf baus eine 
25 diagnostisch ausreichende Anreichung in bestimmten 

Strukturen im Organismus, z.B. auch in Tumoren erfolgt 
und nach Gleichverteilung des Farbstoffes im Organismus 
die Elimination aus den Tumorbereichen im Vergleich zum 
umliegenden Gewebe verzogert stattfindet- 

30 

Die Vertraglichkeit der Substanzen ist sehr hoch. 
Besonders bevorzugt sind Substanzen mit LDso-Werten 
grdSer 0,5 mmol/kg Korpergewicht bezogen auf ein 
einzelnes Farbstof f molekul . 



35 
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Die erf indungsgem&Sen und erf indungsgemSfi verwendeten 
Verbindungen zeichnen sich durch eine hohe In-vitro- und 
In- vivo-, sowie Photostabilitat aus . Bei Stehenlassen 
einer waSrigen L6sung in tagesbelichteten Raumen sind bei 
5 den besonders bevorzugten Verbindungen nach 2 Tagen 98 % 
und nach 12 Tagen 70 % unver&ndert • 

Die beschriebenen photophysikalischen und pharmako- 
kinetischen Eigenschaf ten der erf indungsgem&Sen und 
10 erf indungsgemfifc verwendeten Verbindungen unterscheiden 
sich auch von denen des einzigen zur Anwendung am 
Patienten zugelassenen Cyaninf arbstof f es , detn Indocyanin- 
Grun (Cardiogreen) . 

15 Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen der 
allgemeinen Formel I, in denen die 1-Werte von B gr6fier 
oder gleich 1, vorzugsweise 1 oder 2 sind. 

Es ist die Synthese von Cyaninf arbstof fen moglich, die 
20 bei Wellenlangen von 650 bis 1200 nm mit hohen 

Extinktionskoef f izienten absorbieren und in hoher 
Effizienz f luoreszieren. Die Synthese der erfindungs- 
gemaSen und erf indungsgemafi verwendeten Cyaninf arbstof fe 
erfolgt uberwiegend in Anlehnung an literaturbekannte 
25 Methoden, beispielsweise F.M. Hamer in Ttif* Cyanine Dyes 
a nH Rela tad Hnmprmnds . John Wiley and Sons, New York, 
1964; ryto^trv. 10 (1989) 3-10; 11 (1990) 418-430; 12 
(1990) 723-30; nrnni^fP Phem. 4 (1993) 105-11, Ana l, 
RinrhPtn. 217 (1994) 197-204; Tftf.rflhfidron 45 (1989) 4845- 
30 66, European Patent Appl . 0 591 820 Al . 

Die Darstellung der erf indungsgemaS verwendeten 
Farbstof f -Biomolekul-Addukte der allgemeinen Formel I 
erfolgt durch Umsetzung einer nach bekannten, oben 
3 5 zitierten Methoden dargestellten Verbindung F-Wn mit 
einer biologischen Erkennungseinheit B. 
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Dazu muS die Verbindung F-W n mindestens eine, 
vorzugsweise genau eine Gruppierung enthalten, die 
gegenuber einer Amin-, Hydroxy-, Aldehyd- Oder 
5 Sulfhydrylgruppe auf den biologischen Erkennungseinheiten 
kovalent reaktiv ist. Solche Gruppierungen sind 
literaturbekannt und u. a. in DE-QS 33 12 Q46 
beschrieben. 

10 Besonders bevorzugt sind die Gruppierungen Isothiocyanat , 
Isocyanat und Hydroxysuccinimidester bzw. Hydroxysul- 
fosuccinimidester , die gegenuber Aminof unktionen reaktiv 
sind und eine Thiohamstof f - , Harnstoff- und Amidbrucke 
bilden, sowie die Gruppierungen Halogenacetyl und 

15 Bernsteinsaureimid, die gegenuber Sulf hydrylgruppen 
reaktiv sind und eine Thioetherbrucke gebildet wird. 

Weiterhin konnen Carboxygruppen mit Alkoholf unktionen 
unter Verwendung geigneter Aktivierungsreagenzien (z .B, 
20 DCC) Esterverknupfungen oder Etherstrukturen bilden, 

sowie Aldehydf unktionen mit Hydrazinen zu Iminstrukturen 
ftihren. 

Die erwahnten reaktiven Gruppierungen werden an die 
25 erf indungsgemafien oder erf indungsgeraaS verwendeten 
Farbstoffe der allgemeinen Formel I oder an deren 
synthetische Vorlaufer angefQgt oder vorhandene 
FunktionalitSten in die Reaktivgruppierungen uberfuhrt. 
Die Reaktivgruppierungen konnen direkt am Farbstoff system 
30 oder uber sogenannte Linkerstrukturen (z. B. Alkylketten, 
Aralkylstrukturen) gebunden sein. 

Die Umsetzung von F-Wn mit den biologischen Erkennungs- 
einheiten B erfolgt vorzugsweise in DMF oder wafirigem 
35 Medium oder DMF/Wassergemischen bei pH-VJerten von 7,4 bis 
10. Das molare Verhaltnis zwischen Farbstoff- und 
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Biomolekul (Beladungsgrad) wird absorptionsspektros- 
kopisch bestimmt. Nicht gebundene Bestandteile werden 
chromatographisch oder durch Filtration abgetrennt . 

5 In gleicher Weise lassen sich Makromolekule, welche die 
geeigneten Funktionalitaten besitzen, an die Farbstoffe 
koppeln. 

Die Substanzen konnen sehr unterschiedliche Eigenschaf ten 
10 haben. Das Molekulargewicht kann zwischen wenigen Hundert 
bis gr6fier als 100000 betragen. Die Substanzen konnen 
neutral oder elektrisch geladen sein. Bevorzugt sind 
Salze saurer Farbstoffe mit physiologisch vertraglichen 
Basen, wie Natrium, Methylglutamin, Lysin oder Salze mit 
15 Lithium, Calcium, Magnesium, Gadolinium als Kationen. 

Die erhaltenen Farbstof f -Biomolektiladdukte erfullen die 
oben beschriebenen photophysikalischen, toxikologischen, 
chemischen und wirtschaf tlichen Anf orderungen in 
20 hervorragender Weise. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung von Cyaninf arbstof f en der allgemeinen 
Formel V zur In-vivo-Diagnostik mittels NIR-Strahlung, 
25 entsprechend der Verwendung der Verbindungen nach der 
allgemeinen Formel I . 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ferner 
auch diagnostische Mittel, welche Verbindungen der 
30 allgemeinen Formel V oder I enthalten. 

Diese Mittel werden nach den dem Fachmann gekannten 
Methoden hergestellt, ggf . unter Verwendung ublicher 
Hilf- und/oder Tragerstoffe sowie Verdunnungsmittel und 
35 dergleichen. Dazu gehoren physiologisch vertr&gliche 
Elektrolyte, Puffer, Detergenzien und Substanzen zur 
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Anpassung der Osmolalitat sowie zur Verbesserung der 
Stabilitat und Loslichkeit, wie beispielsweise 
Cyclodextrine . Durch die in der Pharmazie gebrSuchlichen 
MaEnahmen ist fur die SterilitSt der Zubereitungen bei 
der Herstellung und insbesondere vor der Applikation zu 
sorgen . 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 
Darstellung von 

5- [2- [ (1, 2-Dicarboxyethyl) amino] -2-oxoethyl] -2- [7- [5- [2- 
( i , 2 -dicarboxyethyl ) amino] - 2-oxoethyl] - 1 , 3 -dihydro- 3 , 3 - 
dimethyl- 1- (4 -sulf obutyl) -2H-indol-2-yliden] -1,3, 5- 
heptatrienyl] -3 , 3 -dimethyl- 1- (4 -sulf obutyl) -3ff-indolium, 
inneres Salz, Monokaliumsalz 

Aus 5-Carboxymethyl-2- [7- [5-carboxymethyl-l, 3-dihydro- 
3, 3 -dimethyl -1- (4 -sulf obutyl) -2K-indol-2-yliden] -1,3,5- 
heptatrienyl] -3 , 3-dimethyl-l- (4-sulf obutyl) -3tf-indolium, 
inneres Salz, Monokaliumsalz wird nach bekannten 
Verfahren der Di-N-Hydroxysuccinimid-Ester dargestellt 
(ryfnmPfrv 11 (1990) 418-430) • 
Zu einer Losung von 0,5 g (0,51 mmol) des 
Disuccinimidylesters in 5 ml DMF werden 0,16 g (1,22 
mmol) Asparaginsaure in 1 ml DMF gegeben. Das 
Reaktionsgemisch wird 48 h bei Raumtemp. geruhrt und das 
Produkt durch Zugabe von Ether ausgef allt . Reinigung an 
RP-18 (LiChroprep, 15-25/i, H20:MeOH 99:1 bis 1:1) und 
anschlieBende Gef riertrocknung, sowie 24 stdg. Trocknung 
bei 50°C/0,01 mbar ergibt 0,27 g (51%) Produkt. 

Analyse : 

Ber-:C 54,43 H 5,54 N 5,40 O 24,68 S 6,18 K 3,77 
Gef.:C 54,04 H 5,81 N 5,22 S 6,13 K 3,85 
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Darstellung von 
5 2- [7- [5- [2- [(ll-Carboxy-2-oxo-l,4,7,10-tetraaza-4,7,10- 
tri (carboxymethyl) -1-undecyl) amino] -2-oxoethyl] -1,3- 
dihydro-3 , 3-dimethyl-l-ethyl-2H-indol-2-yliden] -1, 3 , 5- 
heptatrienyl] -3 , 3 -dimethyl- 1- (4 -sulf obutyl) -3H-indolium, 
inneres Salz. 

10 

Zu einer Losung von 0,5 g (0,73 mmol) 2- [7- [5- 
( Carboxymethyl ) - 1 , 3 - dihydro -3,3- dimethyl - 1 - ethyl - 2H- 
indol-2-yliden] -1, 3 , 5-hepta-trienyl] -3 , 3-dimethyl-l- (4- 
sulf obutyl ) - 3H- indolium-N-succinimidylester , inneres 

15 sal z ( Cytometry H (1990) 418-430) in 5 ml Methanol werden 
43 mg (0,65 mmol) 85-proz. Hydrazin-hydrat in 1 ml 
Methanol langsam bei -10 °C zugetropft und 2 h bei dieser 
Temp, geruhrt. Die Reakt ions losung wird unter Vakkuum auf 
ca. 3 ml eingedampt, mit 1 ml Isopropanol versetzt und 

20 uber Nacht bei -20°C aufbewahrt. Die ausgef allenen 

Kristalle werden abgesaugt und an der Olpumpe getrocknet . 
Man erhSlt 0,27 g (61%) TricarbocyanincarbonsSurehydra- 
zid. 

Zu einer Losung von 0,21 g (0,51 mmol) Diethylentriamin- 
25 pentaessigsauremonoethylestermonoanhydrid in 20 ml DMF 

und 0,2 ml Triethylamin werden unter Ruhren 0,27 g (0,45 
mmoDdes Hydrazids gegeben, das Gemisch wird 48 h bei 
Raumtemp. geruhrt. Nach Filtration wird das Ldsungsmittel 
bei 0,2 mbar verdampft, der Ruckstand mit CH2CI2 
30 verrxihrt, abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. Das 
erhaltene Produkt wird in 5 ml 3M w&Sriger NaOH 4 h bei 
Raumtemp. geruhrt, dann wird mit halbkonz. HCl auf pH 2,0 
eingestellt, 1 ml Isopropanol zugefugt und die nach 18- 
stdg. Stehen bei 4°C erhaltenen Kristalle abgesaugt und 
35 im Hochvakuum 24 h bei 60 °C getrocknet, Ausbeute 0,23 g 
(52%)als dunkles, rot schimmerndes Granulat. 
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Analyse: Ber.: C 59,32 H 6,60 N 9,88 O 20,96 S 3,23 
Gef.: C 54,15 H 6,70 N 9,50 S 3,19 

5 

Darstellung von 

2- [7- [l,3-Dihydro-3,3-dimethyl-5- [2- [ (Methoxypoly- 
10 oxyethylen) -amino] -2-oxoethyl] -1- (4-sulf obutyl) -2H-indol- 
2-yliden] -1, 3 , 5-heptatrienyl] -3 , 3-dimethyl-5- [2- 
t < Me thoxypolyoxyethylen) amino] -2-oxoethyl] -1- (4- 
sulf obutyl) -3H-indolium, Natriumsalz 

15 Zu einer Losung von 800 mg Methoxypolyoxyethylenamin (ca. 
0,16 mmol; mittlere Molmasse ca. 5000) in 10 ml CH2CI2 
gibt man eine Losung von 0,08 mmol des N,N- 
Disuccinimidyltesters aus Beispiel 1 in 1 ml DMF und last 
24 h bei Raumtemperatur ruhren. Der nach Zugabe von Ether 

20 ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und 

chromatographisch gereinigt (Sephadex G50 medium, H2O als 
Eluens) , Ausbeute ca. 58% als grunblaues Pulver nach 
Gef riertrocknung und Trocknung fiber P2°5 • 

25 mittlere Molmasse ber.: 10771, gef.: 10820 



30 2 - [7 - [1,3 -Dihydro -3,3- dimethyl - 1 - < 4 - sul f obutyl ) - 2H - indol - 
2-yliden]-l, 3, 5-heptatrienyl]-3 , 3-dimethyl-5- (methoxy- 
polyoxyethylen) aminocarbonyl-l- (4-sulf obutyl) -3H- 
indol ium , Natriumsalz 



35 0.41 g (0,5 mmol) 2-[7[l , 3 -Dihydro- 3 , 3-dimethyl-l- (4 - 
sulfobutyl-1- (4-sulf obutyl) -2H- indol-2 -yliden]- 1 , 3 , 5- 
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hepat r ienyl] - 3 , 3 - dimethyl - 5 - carboxy- 1 - ( 4 - sulf obutyl ) - 3H- 
indolium-N-succinimidyl ester, Natriumsalz wird zusammen 
mit 2,3 g Methoxypolyoxyethylenamin (0,46 mmol; mittlere 
Molmasse 5000) 18 h in 70 ml CH2CI2 bei Raumtemperatur 
5 unter Argon gertihrt, das Losungsmittel im Vakuum auf die 
Hilfte eingeengt und das Produkt wie in Beispiel 3 
beschrieben isoliert. Man erhSlt 2,1 g Produkt als 
grunblaues Pulver. 

10 mittlere Molmasse ber. : 5701, gef . : 5795 



Rpjpfpiftl 5; 

15 Darstellung von 

3. (3-Carboxypropyl) -2- [7- [3- (3-carboxypropyl) -1,3- 
dihydro-3-methyl-l- (4 -sulf obutyl) -2H-indol-2-yliden] - 
1,3,5-heptatrienyl] -3-methyl-l- (4 -sulf obutyl) -3H- 
indolium, Natriumsalz . 

20 

6,5 g (50 mmol) Phenylhydrazin-hydrochlorid und 8,7 g (55 
mmol) 5-Methyl-6-Oxoheptans&ure werden 50 ml konz . 
EssigsSure 1 h bei Raumtemp. und 5 h bei 120°C geruhrt . 
Nach Einengen wird der Ruckstand mit 20 ml Wasser 
25 verruhrt und die entstandenen Kristalle abfiltriert und 
an der Olpumpe getrocknet. 

Man erhait 9,6 g (83%) braunliche Kristalle, welche in 60 
ml Dichlorbenzol suspendiert und nach Zugabe von 11,6 g 
(85 mmol) 1,4-Butansulton 8 h auf 150°C erhitzt werden. 

3 0 Nach Abkuhlen auf Raumtemp. werden 200 ml Aceton 

zugegeben und der entstandene Niederschlag abfiltriert. 
Dieser wird in Ether suspendiert und nach 18-stdg. Ruhren 
erneut abfiltriert und an der Olpumpe getrocknet. Man 
erhalt 10,7 g (70%) 3- (3 -Carboxypropyl) -2, 3-dimethyl-l- 

35 (4 -Sulf obutyl ) -3H-indolenin, welches chromatographisch 
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gereinigt wird (RP-18, LiChroprep, 15-25 MeOH:H20 als 
Eluens) . 

Die Darstellung des Indotricarbocyaninf arbstof f s erfolgt 
5 durch 30 min. erhitzen von 5,0 g (13,6 ramol) Indolenin 

und 1,9 g (6,8 mmol) Glutaconaldehyddianilhydrochlorid in 
100 ml Essigsaureanhydrid unter Zusatz von 25 ml konz . 
Essigsaure und 2,3 g (27,6 mmol) wasserfreiem 
Natriumacetat auf 120 °C. Der nach Zusatz von 500 ml Ether 
10 erhaltene Niederschlag wird chromatographisch gereinigt 

(in 1,0 g-Portionen, RP-18, LiChroprep, 15-25 MeOH:H20 
als Eluens) und abschlieSend gef riergetrocknet . Man 
erhalt 2,5 g (45%) Produkt. 

15 Analyse: 

Ber.:C 60,13 H 6,28 N 3,42 0 19,54 S 7,83 Na 2,81 
Gef.:C 59,90 H 6,34 N 3,39 S 7,72 Na 2,78 



20 FuHgpigl 6; 

Darstellung von 

2- [ [3- [ [3- (3-Carboxypropyl) -1, 3- dihydro-3 -methyl -1- (4- 
sulfobutyl) 2H-indol-2-yliden] methyl] 2-hydroxy-4-oxo-2- 
25 cyclobuten-l-yliden] methyl] -1, l-dimethyl-3 -ethyl-lH- 
benz (e) indolium, inneres Salz 

Zu einer auf 70 °C erhitzten Losung von 1,36 g (8,0 mmol) 
Quadratsaurediethylester und 1,6 ml Triethylamin in 12 ml 

30 Ethanol werden 3,65 g (10,0 mmol) 3-Ethyl-l, 1, 2- 

Trimethyl-IH-Benz (e) indoliumiodid gegeben. Nach 10 min. 
Ruhren bei 80°C wird auf 0°C abgekuhlt und die 
ausgef allenen, rotfarbenen Kristalle abfiltriert, mit 
Ether gewaschen und im Vakuum getrocknet . Reinigung durch 

35 Chromatographic an Kieselgel (CH 2 C1 2 : AcOH 9:1 bis 7:3) 
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ergibt 1,33 g (46%) 2-Ethoxy-l- [ (3-Ethyl-l, 1 -dimethyl -1H- 
Benz (e) indol-2-yliden) -methyl] -cyclobuten-3 , 4-dion. 
Dieses wird in 15 ml siedenem Ethanol suspendiert und 
unter Ruhren mit 0,5 ml 40-proz. NaOH versetzt. Die 
5 erhaltene Losung wird 5 min. bei 80°C gertihrt und nach 

Abkuhlen auf Raumtemp. mit 5 ml 2N HC1 versetzt. Das nach 
Einengen ausgefallene 1- [ (3-Ethyl-l, 1- dimethyl -1H- 
Benz (e) indol-2-yliden) -methyl] -2-hydroxycyclobuten-3 , 4 - 
dion (1,30 g) wird filtriert, getrocknet und ohne weitere 

10 Reinigung im nSchsten Syntheseschritt eingesetzt. 

Die Darstellung des Squarain-Parbstof f s erfolgt durch 
Umsetzung von 1,30 g (3,9 mmol) erhaltenen 
Quadratsaurederivats mit 1,43 g (3,9 mmol) 3- (3- 
Carboxypropyl ) -2 , 3- dimethyl -1- (4-Sulf obutyl) -3H- 

15 indolenin. Die Komponenten werden in 80 ml Toluol und 80 
ml 1-Butanol 18 h am Wasserabscheider erhitzt und 
anschliefiend im Vakuum von den Losungsmitteln befreit. 
Der Ruckstand wird mit Ether versetzt und die enstandenen 
Kristalle nach 16 stdg. Ruhren bei Raumtemp. abfiltriert 

20 und chromatographisch gereinigt (RP-18, LiChroprep, 15-25 
/x, MeOH:H20 als Eluens) , Ausbeute 0,95 g (36%). 

Analyse: Ber. : C 68,60 H 6,20 N 4,10 0 16,40 S.4,70 
Gef.: C 68,25 H 6,35 N 4,04 S 4,59 

25 

Darstellung von 
30 2- [7- [l,3-Dihydro-5- [2- [ (2 , 3 -dihydroxypropyl) amino] -2- 
oxoethyl] -3 , 3-dimethyl-l- (4 -sulf obutyl) -2H-indol-2- 
yliden] -1,3, 5-heptatrienyl] -5- [2- [(2,3- 
dihydroxypropyl) amino] -2-oxoethyl] -3 , 3-dimethyl-l- (4- 
sulf obutyl) -3H-indolium, Natriumsalz 

35 
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2,0 g (6,4 mmol) 2 , 3 , 3 -Trimethyl-3H-indol-5- 
ylessigsauresuccinimidyl -ester werden in 50 ml CH2CI2 n\it 
0,84 g (6,4 mmol) 4-Aminomethyl-2 , 2-dimethyl-l , 3-dioxolan 
versetzt. Nach 5 stdg. Ruhren bei Raumtemp. wird auf 100 
5 ml Wasser gegossen, mit CH2CI2 extrahiert und die org. 
Phasen eingeengt. Nach chromatographischer Reinigung 
(Kieselgel CH2CI2 : MeOH 98:2) erhalt man 1,86 g (88%) 
des Amids, welches in 20 ml Dichlorbenzol mit 1,36 g 
(10,0 mmol) 1,4-Butansulton 7 h bei 100°C und 12 h bei 

10 Raumtemp. geruhrt wird. Das nach Verruhren mit 50 ml 
Aceton entstandene Granulat wird abfiltriert und 
chromatographisch gereinigt (RP-18, LiChroprep, 15-25 \l 9 
MeOH:H20 als Eluens) . Man erhalt 0,85 g (28% bezogen auf 
die Ausgangsverbindung) 5- [2- I (2, 2-Dimethyl-l , 3-dioxa-4- 

15 cyclopentyl) methyl] amino-2-oxoethyl] -2,3, 3-trimethyl-l- 
( 4 - sulf obuty 1 -3H- indolenin . 

Die Umsetzung zum Farbstof f erfolgt in Anlehnung an 
Beispiel 4, indem 10 min. auf 120 °C erhitzt wird. Das 

20 Rohprodukt wird in 5 ml MeOH unter Zusatz von 100 mg p- 
Toluolsulfons&ure 16 h bei Raumtemp. geruhrt, unlosliche 
Anteile werden abgetrennt und das Filtrat anschliefiend 
nach Zusatz von 3 ml Isopropanol bei -20°C aufbewahrt. 
Das ausgefallene Pulver wird chromatographisch gereinigt 

25 (RP-18, LiChroprep, 15-25 fi f MeOH:H20 als Eluens), 

gefriergetrocknet und 24 h bei 50°C/0,01 mbar getrocknet, 
Ausbeute 0,32 g (37%). 

Analyse : 

30 Ber.:C 56,70 H 6,45 N 5,88 O 20,14 S 6,73 K 4,10 
Gef.:C 56,39 H 6,88 N 5,67 S 6,58 K 3,93 



35 
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Einer narkotisierten, tumortragenden Nacktmaus (Swiss- 
Nude, Tumor LS 174 T an der rechten Hinterf lanke) wurde 
2- [7- [1, 3-Dihydro-3,3-dimethyl-5- (methoxycarbonyl) -1- (4 
sulfobutyl) -2H-indol-2-yliden} -1, 3, 5-heptatrienyl] -3,3- 
dimethyl-5- (methoxycarbonyl) -1- (4 - sulfobutyl ) -3H- 
indolium, Natriumsalz in einer Dosis von 3,8 /xrnol/kg 
Korpergewicht i.v. appliziert. 



Die laserinduzierten Fluoreszenzauf nahmen wurden vor und 
zu verschiedenen Zeiten nach Substanzapplikation mit 
einem Fluoreszenz- Imager (Physikalisch-Technische 
Bundesanstalt , Berlin Charlottenburg) durchgef uhrt . 

15 Die Anregung erfolgte mit monochromatischem Laserlicht 
bei 74 0 nm durch Auskopplung der Strahlung uber ein 
Lichtleitersystem. Anregerstrahlung unterhalb 74 0 nm 
wurde durch einen Kantenfilter entfemt und das 
laserinduzierte Fluoreszenzlicht oberhalb 74 0 nm mit 

20 einer CCD-Kamera (Charge Coupled Device) aufgenommen und 
die Daten als SchwarzweiB-Bilder gespeichert . 

Die Aufnahmesequenz der Fig. 1 zeigt deutlich die 
allgemeine Zunahme der Fluoreszenzintensitat nach 

25 Substanzapplikation (Bild A, B) . Nach 30 sek. ist eine 

gleichverteilte Intensitat mit erhdhten Werten im Leber- 
Lunge-Bereich und Tumor zu beobachten (B) . Im weiteren 
Zeitverlauf bis zu 1 h (C,D,E) verteilt sich die Substanz 
zunehmend im Tier. Nach 18 h ist im Tumor (rechte 

30 Hinterf lanke) eine gegenuber dem Restkdrper deutlich 
erhdhte Fluoreszenzintensitat zu beobachten. 

Die Figur 1 zeigt Fluoreszenzlichtauf nahmen (SchwarzweiS- 
Bild) einer Nacktmaus (Swiss-Nude) zu verschiedenen 
35 Zeitpunkten nach i.v. Applikation von 3,8 umol/kg 
Kdrpergewicht 2- [7- [1, 3-Dihydro-3 , 3-dimethyl-5- 
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(methoxycarbonyl) -1- (4-sulf obutyl) -2H-indol-2-yliden] - 
1, 3, 5-heptatrienyl] -3 , 3 -dimethyl -5- (methoxycarbonyl) -1- 
(4 -sulf obutyl) -3//-indolium, Natriumsalz 
A-E: rechtslaterale Aufnahmen, F: posteriore Aufnahme 
A: vor Application, 
B : 3 0 sek. , 
C: 1 min, 
D: 10 min, 

E: 1 h nach Applikation, 
F: 18 h nach Applikation. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur In-vivo-Diagnostik mittels NIR- 

Strahlung, indem man Verbindungen der allgemeinen 
5 Forme 1 I 

Bi-(F-W n ) m (I) 

worin 

0 1 fur eine Zahl 0 - 6, n fur eine Zahl 0-10 und 

m fur die Zahl 1 - 100 steht, 



B eine biologische Erkennungseinheit mit einem 
Molekulargewicht bis zu 3 0000, welche sich an 
15 bestimmte Zellpopulationen oder spezifisch an 

Rezeptoren bindet oder sich in Geweben oder 
Tumoren anreichert oder uberwiegend im Blut 
verbleibt oder ein nicht spezifisch bindendes 
Makromolekul ist , 

20 

F einen Farbstoff darstellt, welcher 
Absorptionsmaxima im Bereich von 650 bis 1200 ntn 
aufweist , 

25 W eine hydrophile Gruppe darstellt, welche die 

Wasserloslichkeit verbessert, wobei der n- 
Octanol-Wasser-Verteilungskoef f izient der 
Verbindung der Formel I kleiner oder gleich 2,0 
ist unter der MaSgabe, daS 1=0 ist 

30 

sowie deren physiologisch vertragliche Salze 
verwendet . 



2 - 

35 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafc in der allgemeinen Formel I B eine Aminosaure, 
ein Peptid, CDR (complementarity determining region) , 
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ein Antigen, ein Hapten, ein Enzymsubstrat , ein 
Enzym-Cof aktor, Biotin, ein Carotinoid, ein Hormon, 
ein Neurohormon, ein Neurotransmitter, ein 
Wachstumsf aktor , ein Lymphokin, ein Lectin, ein 
5 Toxin, ein Kohlenhydrat , ein Oligosaccharide ein 

Polysaccharide ein Dextran, ein Oligonukleotid oder 
ein rezeptorenbindendes Arzneimittel ist. 



3 . Verf ahren nach mindestens einem der voranstehenden 
10 Anspruche, dadurch gekennzeichnet , daS in der 

allgemeinen Fortnel I F 



einen Cyaninf arbstof f der allgemeinen Formel Ila 



15 




darstellt , 
worin 

r die Zahl 0, 1 oder 2 bedeutet, mit der MaSgabe, 
20 daS fur r = 2 die jeweiligen doppelt vorkommenden 

Fragmente L 6 und L 7 gleich bzw* unterschiedlich 
sein konnen. , 

L 1 bis L 7 gleich oder unterschiedlich sind und 
unabhangig voneinander ein Fragment CH oder CR 
25 darstellen, 
wobei 

R ein Halogenatom, eine Hydroxy-, Carboxy- , 
Acetoxy-, Amino-, Nitro- , Cyano- oder 
Sulf onsaure-Gruppe oder ein Alkyl-, Alkenyl-, 
3 o Hydroxyalky 1 - , Carboxyalkyl - , Alkoxy- , 

Alkoxycarbonyl - , Sulf oalkyl , Alkylamino- , 
Dialkylamino- oder Halogenalkyl-Rest mit bis 
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zu 6* Kohlenstof fatomen, ein Aryl-, Alkylaryl- 
, Hydroxyaryl - , Carboxyaryl - , Sulf oaryl - , 
Arylamino-, Diarylamino- , Nitroaryl- oder 
Halogenaryl-Rest mit bis zu 9 
Kohlenstof fatomen ist 

oder wobei R eine Bindung darstellt, welche 
an einen anderen Rest R bindet und zusammen 
mit den dazwischen liegenden Resten lA-L 7 
einen 4- bis 6-gliedrigen Ring bildet 
oder wobei R an zwei verschiedenen Positionen 
jeweils eine Bindung darstellt, welche uber 
ein Fragment -CO- verbunden sind, 



R 3 bis R 12 gleich oder unterschiedlich sind und 
unabhangig voneinander ein Wasserstof f atom, ein 
Rest B oder W mit der oben angegebenen Bedeutung, 
oder ein Alkyl-Rest oder Alkenyl-Rest mit bis zu 
6 Kohlenstof fatomen oder ein Aryl- oder Aralkyl- 
Rest mit bis zu 9 Kohlenstof fatomen ist, wobei 
der Alkyl-, Alkenyl-, Aryl- oder Aralkylrest 
gegebenenfalls mit einem Rest W mit der oben 
angegebenen Bedeutung substituiert ist, 
Oder wobei an jeweils zwei einander benachbarten 
Resten R 3 bis R 10 unter Berucksichtigung der 
dazwischenliegenden C-Atome 5- bis 6-gliedrige 
Ringe anneliert sind, welche gesSttigt, 
ungesattigt oder aromatisch sind und 
gegebenenfalls einen Rest R mit der oben 
angegebenen Bedeutung tragen, 

X und Y gleich oder unterschiedlich sind und 
unabhangig voneinander ein O, S, Se oder Te 
bedeuten oder ein Fragment -C (CH3) 2" ' -CH=CH- 



35 



oder -CR 13 R 14 - darstellen, 
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wobei R 13 und R 14 unabhangig voneinander ein 
Wasserstoffatom, ein Rest B oder W mit der 
oben angegebenen Bedeutung oder ein Alkyl- 
Rest oder ein Alkenyl-Rest mit bis zu 6 
5 Kohlenstof f atomen oder ein Aryl- oder 

Aralkyl-Rest mit bis zu 9 Kohlenstof f atomen 
ist, 

wobei der Alkyl-, Alkenyl-, Aryl- oder 
Aralkylrest gegebenenf alls mit einem Rest W 
10 mit der oben angegebenen Bedeutung 

substituiert ist, 



einen Squarain-Farbstof f der allgemeinen Formel II b 



15 



20 



25 




OH R 
0 R12 R w 



R B 
R 9 



(Mb) 



darstellt 
worin 



s und t unabhangig voneinander fur die Ziffern 0 
oder 1 stehen, mit der Mafigabe, daS s und t nicht 
gleichzeitig 1 bedeuten, 

r3 bis R 12 , x und y die oben angegebene Bedeutung 
haben 



einen Styryl-Farbstof f der allgemeinen Formel II c 



30 
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darstellt , 
worin 

r, L 1 bis L 6 , R 3 bis R 11 und X die oben 
angegebene Bedeutung haben, 

oder einen Merocyanin-Farbstof f der allgemeinen 
Forme 1 II d 




darstellt, 
worin 

r, L 1 bis I. 6 , R 3 bis R 8 , R 11 und X die oben 
angegebene Bedeutung haben und G ein 
Sauerstoff- oder Schwef elatom darstellt. 

Verfahren nach mindestens einem der voranstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daS in der 
allgemeinen Formel I W eine Carboxy- oder 
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Sulf onsaure-Gruppe oder eine Carboxyalkyl-Gruppe oder 
eine Alkoxycarbonyl-oder eine Alkoxyoxoalkyl-Gruppe 
mit bis zu 12 Kohlenstof f atomen ist, 

5 einen Rest der allgemeinen Formeln III 

-(CH 2 ) a -0-Z oder (-CH 2 -CH 2 -0) a -Z (III) 

bedeutet, 
1 o wor in 

a fur die Zahl 0 bis 6 steht 

Z ein Wasserstof f atom oder ein Alkylrest mit 3 
bis 6 C-Atomen, welcher 2 bis n-1 Hydroxygruppen 
aufweist, wobei n die Anzahl der C-Atome ist oder 

15 ein mit 2 bis 4 Hydroxygruppen substituierter 

Aryl- oder Aralkylrest mit 6 bis 10 C- Atomen oder 
ein mit 1 bis 3 Carboxygruppen substituierter 
Alkylrest mit 1 bis 6 C-Atomen oder ein mit 1 bis 
3 Carboxylgruppen substituierter Arylrest mit 6 

20 bis 9 C-Atomen oder ein mit 1 bis 3 

Carboxygruppen substituierter Arylalkylrest oder 
ein Nitroaryl bzw. ein Nitroaralkylrest mit 6 bis 
15 C-Atomen oder ein Sulf oalkylrest mit 2 bis 4 
C-Atomen bedeutet, 



25 



oder einen Rest der allgemeinen Formeln III a 
oder III b 

o o 

N N N N N 

^COOH ^COOH ^COOH ^COOH ^COOH 



30 



darstellt 



( II I o ) 



(1Mb) 



WO 96/17628 



PCT/DE95/01465 



Oder einen Rest der allgemeinen Formel III c 



- (CH 2 ) 0 - (CO)p-NR 1 - (CH 2 ) s - (NH-CO) q -R 2 (III c) 



worin 

o und s unabhangig voneinander fur die Zahlen 

0, 1, 2, 3, 4, 5 Oder 6 stehen, 

p und q unabhSngig voneinander 0 oder 1 

bedeuten, 

R 1 und R 2 unabhangig voneinander fur einen 
Rest Z mit der oben angegebenen Bedeutung mit 
Ausnahme der Substituenten der allgemeinen 
Forme In III a und III b stehen oder 
unabhangig voneinander fur einen Rest der 
allgemeinen Formeln III d oder III e 



stehen, unter der MaSgabe, daS p und q = 1 
sind, 



oder ein Rest der allgemeinen Formel III c mit der 
oben angegebenen Bedeutung ist. 



bedeutet , 




(Mid) 



(Mle) 



5. Cyaninf arbstof f e der allgemeinen Formel V 
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CH=Q-CH=( 



N 
I 

CI-feR' 



28 



R 29 CH2 




(V) 



10 



wobei 

Q ein Fragment 

R 30 

I 

= CH- C= CH— 



30 



oder 



ist , 




>30 



= CH-CH=C-CH=CH— =CH-i 



I 

C— C=CH— 

J 



{CH 2 ) b 



wobei R 30 fur ein Wasserstof f atom, eine 
Hydroxygruppe , eine Carboxygruppe , einen 
Alkoxyrest mit 1 bis 4 Kohlenstof fat omen oder ein 
Chloratom steht, b eine ganze Zahl 2 oder 3 
bedeutet, R 31 fur ein Wasserstof f atom oder einen 
Alkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstof fatomen steht, 



15 



X und Y unabhangig voneinander fur ein Fragment 
_ 0 -, -S-, -CH=CH- Oder -C (CH2R 32 ) (CH2R 33 > - stehen, 



r20 bis R 29 , R 32 und R 33 unabhangig voneinander fur 
ein Wasserstof f atom, eine Hydroxygruppe, einen 
20 Carboxy-, einen Sulf onsaure-Rest oder einen 

Carboxyalkyl- , Alkoxycarbonyl oder Alkoxyoxoalkyl- 
Rest mit bis zu 10 C-Atomen oder ein Sulf oalkylrest 
mit bis zu 4 C-Atomen, 

25 oder fur ein nicht spezifisch bindendes Makromolekul , 
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Oder fur einen Rest der allgemeinen Formel VI 



- (O)v- (CH 2 )o-CO-Nr34_ ( C H 2 )s- (NH-CO) q -R3 5 



mit der MaBgabe, daB bei der Bedeutung von X und Y 
gleich O, S. -CH-CH- Oder -C(CH 3 ) 2 - mindestens einer 
der Reste R 20 bis R 29 einem nicht spezifisch 
bindenden Makromolekul Oder der allgemeinen Formel VI 
entspricht , 



o und s gleich 0 sind oder unabhangig voneinander 

fur eine ganze Zahl von 1 bis 6 stehen, 

q und v unabhangig voneinander fur 0 oder 1 

stehen, 

r34 e i n wasserstof fatom oder einen Methylrest 
darstellt , 

r35 ein Alkylrest mit 3 bis 6 C-Atomen, welcher 2 
bis n-l Hydroxygruppen aufweist, wobei n die 
Anzahl der C-Atome ist, oder ein mit 1 bis 3 
Carboxygruppen substituierter Alkylrest mit 1 bis 
6 C-Atomen, Arylrest mit 6 bis 9 C-Atomen oder 
Arylalkylrest mit 7 bis 15 C-Atomen, oder ein 
Rest der allgemeinen Formel I I Id oder I lie 



(VI) 



steht, 



wobei 




( I I I d ) (Hie) 

ist, 

unter der MaBgabe, daB q fur 1 steht, 
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oder ein nicht spezifisch bindendes Makromolekul 
bedeutet , 

R20 un d R 21 / r 21 und r22 # r 22 und R 23, R 24 und r25, 
5 R 25 un d r26 # r 26 ^d R 27 zusammen mit den zwischen 

ihnen liegenden Kohlenstof f atomen einen 5- oder 6- 
gliedrigen aromatischen oder gesattigten annelierten 
Ring bilden, 

sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 

10 

6. Cyaninfarbstof f nach Anspruch 5, namlich 

5- [2- [ (1, 2-Dicarboxyethyl) amino] -2 -oxoethyl] -2- [7- [5- 
[2- (1, 2-dicarboxyethyl) amino] -2 -oxoethyl] -1,3- 
15 dihydro-3 , 3 -dimethyl-1- (4-sulfobutyl) -2H-indol-2- 

yliden] -1 , 3 , 5-heptatrienyl] -3 , 3 -dimethyl- 1- (4- 
sulfobutyl) -3H-indolium, inneres Salz, 
Monokaliumsalz , 



20 2- [7- [5- [2- [ (ll-Carboxy-2-oxo-l,4, 7, 10-tetraaza- 

4,7, 10-tri (carboxymethyl) -1-undecyl) amino] -2- 
oxoe t hyl ] -1, 3- dihydro-3 , 3 - dimethyl - 1 - ethyl -2H- indol - 
2-yliden] -1,3, 5-heptatrienyl] -3 , 3 -dimethyl- l- (4- 
sulf obutyl) -3H- indol ium, inneres Salz, 

25 

2- [7- [1, 3 -Dihydro-3, 3-dimethyl- 5- [2- [ (Methoxypolyoxy- 
ethylen) -amino] -2-oxoethyl] -l- (4-sulf obutyl) -2H- 
indol - 2 -y 1 iden] -1,3,5- heptat r ienyl ) - 3 , 3 - dimethyl - 5 - 
[2- [ (methoxypolyoxyethylen) amino] -2-oxoethyl] -1- (4- 
30 sulfobutyl) -3H-indolium, Natriumsalz, 

2-[7-[l , 3-Dihydro-3 , 3 -dimethyl-1- (4-sulfobutyl) -2H- 
indol - 2 -y 1 iden] -1,3, 5-heptatrienyl] - 3,3- dimethyl - 5 - 
(Methoxypolyoxyethylen) aminocarbony 1 - 1 - (4- 
35 sulfobutyl) -3H-indolium, Natriumsalz 
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3- (3-Carboxypropyl) -2- [7- (3- (3 -carboxypropyl) -1,3- 
dihydro- 3 -methyl -1- (4-sulf obutyl) -2H-indol-2-yliden] - 
1, 3,5-heptatrienyl] -3-methyl-l- (4-sulf obutyl) -3H- 
indolium, Natriumsalz, 

5 

2- [ [3- [ [3- (3 -Carboxypropyl) -1, 3-dihydro- 3 -methyl- 1- 
( 4 - sulf obutyl ) 2H- indol - 2 -yliden] methyl J 2 -hydroxy- 4 - 
oxo-2-cyclobuten-l-yliden] methyl] -1, l-dimethyl-3- 
ethyl-lH-benz (e) indolium, inneres Salz, 

10 

2- [7- [1, 3-Dihydro-5- 12- [ (2 , 3-dihydroxypropyl) amino] - 
2-oxoethyl] -3 , 3 -dimethyl-1- (4-sulf obutyl) -2H-indol-2- 
yliden) -1 , 3 , 5-heptatrienyl] -5- [2- [(2, 3- 
dihydroxypropyl ) amino] -2-oxoethyl] -3 , 3-dimethyl-l- (4- 
15 sul f obutyl ) -3H- indolium, Natriumsalz 

7 . Verwendung von Cyaninf arbstof f en nach Anspruch 5 oder 
6 zur In-vivo-Diagnostik mittels NIR-Strahlung. 

20 8. Mittel zur In-vivo-Diagnostik, dadurch 

gekennzeichnet , daS es mindestens einen der 
Cyaninf arbstof fe nach Anspruch 5 oder 6 zusammen mit 
den ublichen Hilfs- und Tragerstof f en sowie 
Verdunnungsmitteln enthalt . 



30 



35 
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